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Hemolytic activities of crude extracts仕om10 algae ωseaweeds: 2 green algae， 5 brown algae and 2 red 
algae， and an aerial green algae) against sheep red blood cells were evaluated by the spectrophotometric 
analysis. The evaluative samples were the undiluted extract and the series of three diluted ones (1/4 to 1164 in 
concentration) prepared by the quadruple diluting method. Hemolytic activity of each sample was estimated by 
the absorbance at 541 and 576 nm wave length of the evaluative solution that the red blood cel suspension 
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added the sample 5% in volume and kept at the r，∞m temperature for an hour. Three brown algal species: 
Dictyqρteris unduJa臼，Anah"pus j.伊onicasandL倒的esiadi週vrmis，showed activities that depend on sample 
concentration. Other seven species were inapparent. 
Keywords: algae， crude extract， hemolytic activity， spectropho加metricanalysis 
著者らは前報1)で、海藻類含有成分の溶血活性を吸
光度により判定する簡便な手法を考案し、褐藻アミジ
グサ類の5種について粗抽出物の溶血活性を測定し、
近縁の生物種間でも高い活性を示す種やほとんど活性
を持たない種が存在することを明らかにした。本報で
は、この手法にしたがい、さらに藻類の幅広い分類群
を対象として、海藻類の緑藻、褐藻、紅藻のほか陸上
に生育する気生性の緑藻類を材料に、それらの粗抽出
物の溶血活性を調べた。
材料と方法
試料の調製
1) 海藻の採取
本研究に用いた藻類は、新潟県柏崎市、茨城県ひた
ちなか市、千葉県館山市、神奈川県横須賀市、静岡県
下田市、沖縄県南大東島・西表島の各地より採集した。
9種の海藻類は岩礁あるいは砂浜の海岸より、また気
表1.試料藻類種とその採取地・採取日
No. 和名 学名
24 アオモグサ BαuJJea coacta 
53 ヒロハサボ、テングサ Ha.伽 edamacroJoba 
45 スミレモ 'J}entepohh"a aurea 
156 マツモ Anah"pusj.司ponicas
32 シワヤハズ Dictyoptens unduJata 
61 ネパリモ Leathesia di酌JI711is
3 ムチモ Cut1eria cyJindrica 
14 イシゲ Ishige okamurae 
57 マクリ Digenea simpJex 
84 アミクサ Ceramium boydenii 
生藻類のスミレモは滝に面する岩上より採取した。
(表1)。いずれの藻類も採取ののち、すみやかに
-25 'cで凍結保存し、実験に用いた。今回は、緑藻
類3種(アオモグサ、ヒロハサボ、テングサ、スミレモ)、
褐藻類5種(マツモ、シワヤハズ、ネパリモ、ムチモ、
イシゲ)、紅藻類2種(マクリ、アミクサ) 2)につい
て実験を行った。
2)粗抽出物溶液の調製
凍結保存していた藻類試料を室温において自然
解凍し、付着物を除去のうえ、表面の水分をキムワ
イプで除き、 0.3g (湿重量)を秤量した。次いで、、
秤量した藻片を油圧プレス (500kg/cm2，全圧力 5t)
にて粉砕し、ベースト状にした。これを乳鉢に移し、
生理食塩水を2ml加えて、もとの藻片の形状が完
全に無くなるまで粉砕した。さらに生理食塩水2.5
mlを加えて撹持し、最終濃度を葉片0.1gに対し
生理食塩水1.5ml (0.3g / 4.5mL)に調整した。こ
の藻片懸濁液を綿栓滴過し、粗抽出物溶液(非希釈
採取地 採取日
沖縄県南大東島本場 2004年2月 17日
沖縄県西表島南風見田ノ浜 2004年5月8日
沖縄県西表島カンピラの滝 2004年5月9日
茨城県ひたちなか市平磯 2004年4月24日
静岡県下田市白浜 2004年4月6日
茨城県ひたちなか市平磯 2004年4月24日
千葉県館山市坂田 2002年5月 1日
神奈川県横須賀市天神島 2003年 12月 16日
沖縄県西表島星砂の浜 2004年5月7日
新潟県柏崎市鯨波 2004年8月9日
※各梅藻種に付した数字ω0.)は、本学化学教室に保存中のサンプル整理番号に対応する。
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試料、以下‘111' と表記)とした。
3)評価試料の調製
藻類 1種につき、 4段階の濃度の抽出物試料を調製
し、評価試料として実験に用いたロ粗抽出物溶液(11)
から 4倍希釈法により順に濃度 114、1116、1164の評
価試料を調製した。遠心管3本にそれぞれ生理食塩水
600μlをマイクロヒ。ベットにより分注し、 1本目の遠
心管に 11溶液を 200μIを加え撹持機で撹枠し、濃
度 114の試料溶液を得た。次に、 114溶液を 200μl
取り、 2本目の遠心管に加えて同様に撹枠し、濃度
1116の試料溶液を得た。さらに同様の手順により 1116
溶液から、濃度 1164の試料溶液を調製した。
溶血活性の測定
1)血球懸濁液の調製
ヒツジ無菌脱繊維素全血侶heepWhole Blood 
Defibrinated Sterile) 3mlに生理食塩水 3mlを加え
撹枠し、遠心機(園産遠心器 H18-A)を用いて遠心
分離 (300仕pm、 3min)後、駒込ヒ。ベットで上澄を
除去した。この操作を3回繰り返し、残誼部分を赤血
球母液とした。溶血活性測定を 2回に分けて行ったた
め、各回の測定には別ロットの赤血球母液を用いた。
それらの血球数は、 1回目 482x1Q4/μl、2回目
506x104/μlで、あった。各海藻種の実験実施時は、 1
回目:マツモ、シワヤハズ、ネパリモ、アミクサ、 2
回目:アオモグサ、ヒロハサボテングサ、スミレモ、
ムチモ、イシゲ、マクリのとおりである。
2)吸光度による溶血活性の測定
1藻類種につき、遠心管8本に生理食塩水3784μI
を分注し、それぞれに赤血球母液 16μIを加えた。こ
れに、 4段階の濃度の評価試料(111、114、1116、1164)
を、各濃度2本としてそれぞれ200μl分注した。こ
れらを撹枠機にて撹持し、室温(約230C)下で60分
間静置した。これを溶血試料として、遠心分離
(3000rpm， 30sec)により血球やその残津を沈殿さ
せ、上澄3mlを石英セルに移し、 Mikiet a13)にし
たがい 541nmおよび576nmにおける吸光度を分光
光度計で測定した。評価試料を添加した溶血試料の吸
光度測定の対照(ベースライン)には、 4濃度の評価
試料のそれぞ、れについて、評価試料 200μlと生理食
塩水3800μ1を遠心管で混合のうえ撹押し、遠心分離
(300仕pm、30sec) して得た上澄の 3mlを用いた。
溶血活性の対照試験として、赤血球母液と生理食塩
水を混合したネガティブ試験区(対照 N)、および赤
血球母液と純水を混合したポジティプ試験区(対照p)
を設定した。それぞれ遠心管2本に赤血球母液 16μl
と生理食塩水あるいは純水 3984μIを分注・撹持し、
以後の操作は溶血試料と同様に行った。両対照試験溶
液の波長 200"'"'78伽1mにおける吸光スベクトルを測
定し、541nmおよび576nmにピークが存在すること
を確認した(図1)。対照Nの平均吸光値を自然溶血
による値として、各溶血試料の測定値から差し引し、た。
対照 Pの平均吸光値を 1時間静置における溶血作用
の100%の値として、溶血試料の自然溶血分を差し引
いた吸光値との比をとった。これを各溶血試料の評価
試料添加の影響による溶血分として百分率で算出し、
各評価試料の搭血活性値(図2、表2)として、比較・
検討した。
使用機器:分光光度計U-281O 日立製作所製
結果と考察
今回の実験に供した 10藻類種のうち、溶血試料の吸
光度測定の結果、溶血活性の存在がうかがわれたのは、
いずれも褐藻類のマツモ、ネパリモ、シワヤハズの3
種であった。測定を行った2波長の間で、測定吸光度
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図1.溶血対照試料の波長200"'"'780nmにおける吸
光スベクトル. (拡大図は溶血試料の測定波長付
近)実線:対照P、破線:対照N
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および算出された溶血活性値(表2)にはわずかな差
はあるが、評価試料濃度と溶血活性推移の傾向は、同
様であった。このうち、最も高い活性値を示したのは
シワヤハズの 11試料の95%で、あった。しかし、 14
"'1164試料では活性は低下し、 16、18、12%とほぼ
横ばいとなった。マツモでは、 11試料で34%を示し、
1116試料では9%に低下した。 14では2試料の測定
値に差があり活性の判定は困難であるが、いずれにせ
よ前記の2評価試料の示した活性の範囲内にあると考
えられる。 1164試料については、 11試料の値を超え
る値が測定され、測定上の誤差と考えられたため、結
果から除外した。ネパリモは、 11試料では24%を示
し、 114"'1164試料では横ばいの傾向を示し、それぞれ
12、10、10%の値で、あった。
一方、上述の3種を除く 7種では、いずれの濃度の
評価試料によっても、溶血活性は示されなかった。緑
藻類の3種(海藻アオモグサ、ヒロハサボテング、サ、
気生藻スミレモ)は、溶血活性値がいずれも負の値を
とった。 3種の溶血活性値は、評価試料濃度 11、14、
1116、1164の順に、アオモグサでは・15%、-9%、-10%、
-10%、ヒロハサボ、テングサでは-8%、-7%、-7%、母%、
スミレモではー11%、-9%、-10%、-10%で、あった。アオ
モグサでは、 11試料で溶血活性値の幾分の低下がみら
れ、以下の3濃度では値は横ばし、となった。ヒロハサ
ボテングサとスミレモでは、評価試料濃度に関わらず、
それぞれほぽ一定の溶血活性値を示した。両種とも溶
血活性値を4濃度間で比較してみると、前述のとお
り一定で濃度依存的な変化は見られず、藻類抽出成分
の影響はみられなかった。
褐藻類ではムチモとイシゲには、溶血活性は現れな
かった。溶血活性値は、 11"'1164の順に、ムチモでは
2%、-5%、4%、-5%とほぼ一定であり、イシゲでは-54%、
-1%、-4%、-4%で、あった。イシゲは 11試料の値は極
端に低く、その他の3試料では横ばし、となったが、こ
れは 11の溶血試料測定時のベースライン試料に起因
する可能性が考えられる。
紅藻類のアミクサとマクリでも、溶血活性は現れな
かった。両種の溶血活性値は 11"'1164の順に、アミ
クサでは4%、-1%、0%、0%であり、マクリでは-7%、
・8%、-9%、-9%であった。アミクサでは、 11試料で
他の試料に比べごくわずかに高い値が示されたが、活
性の存在を示すものか、誤差の範囲であるかは、今回
の結果からは判別することはできない。マクリはいず
れの評価試料濃度においても、ほぽ一定の値を示し、
溶血活性を示さなかった。
緑藻の3種、褐藻イシゲ、紅藻マクリでは、溶血活
性値がすべて負の値を示した。しかし、このことから
ただちにこれら藻類種の含有成分が、溶血を抑制する
作用をもっと言及することはできない。実験に供した
血球は生細胞であるために、常時一定のコンディショ
表2.各藻類種評価試料の2波長の測定値に基づく溶血活性値
測定波長 541nm 576日n
評価試料 1/1 1/4 1/16 1/64 1/1 1/4 1/16 1/64 
一ーーーーーーー←
緑藻類 アオモグサ -15% 9% -10% -10% -14% -8% 9% -9% 
ヒロハサボテング、サ -8% -7% 一7% -8% -8% -6% -7% 8% 
スミレモ 1ー1% -9% 一10% 一10% 一10% -9% -9% -9% 
褐藻類 マツモ 34% 17% 9% 34% 17% 9% 
ネパリモ 24% 12% 10% 10% 23% 12% 9% 9% 
シワヤハズ 95% 16% 18% 12% 93% 16% 17% 11% 
ムチモ 2% -5% 4% -5% 2% -5% 耕 一5%
イシゲ -54% 一1% -4% -4% -45% 一1% -4% -4% 
紅藻類 アミクサ 4% -1% 0% 0% 4% 一1% 0% 0% 
マクリ 7% -8% -9% -9% -6% -7% -8% -9% 
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ンではなく、自然溶血の測定値によって偶然にゼロ補
正値が高く設定された可能性は否定できない。また、
藻類の粗抽出物溶液の調製においては、同一の手順に
よっても、種により溶液の粘性や粉砕片の沈殿および
懸濁の程度が様々に異なることがわかった。イシゲで
は、 11試料のデータが大きく低下したが、本種の組抽
出物溶液は他の種に比べて粉砕した藻片が懸濁しやす
い性質がみられ、綿栓櫨過では除去不能な微小な断片
がベースライン値の上昇に影響した可能性もある。こ
れらの藻類の溶血作用の測定の正確性を期すためには、
抽出試料の櫨過処理によるベースラインの安定など、
より精密な条件設定が必要であるだろう。
褐藻シワヤハズ、は硫酸化合物を含有するアミジグサ
目藻類の一種である。前報1)および本報ともに同一サ
ンプルを材料とし、 11試料ではそれぞれ 103%、95%
と、非常に高い溶血活性を示している。本種は、同分
類群の中では細胞内の硫酸化合物が比較的低濃度であ
ることが知られており、細胞内pHは3.6""'4.1である
(Sasaki et al， 2005) 4)。溶血を引き起こした要因とし
て、溶血試料のpH低下の影響も予想されるが、元の
藻細胞の内容物は、試料糊安調製の過程において300
倍以上(重量比)に希釈されており、より中性に近い
状態にあると考えられ、高い溶血活性の要因は他にあ
ると考えられる。 114以下の濃度では前報では溶血活性
値は0%前後まで低下していたが、本報においては
10%以上の値が維持された。したがって、本報の測定
結果では活性の最大値が減少し、最小値が増加してい
る。材料の海藻類は冷凍保存をしているが、保存中の
材料では凍結乾燥による脱水など、徐々に変化が起き
ることが予想される。前報と本報での溶血活性値の比
較からは、溶血活性の低下傾向もうかがわれるが、前
段で述べたような測定誤差の影響も排除できない。試
料のさらに長期保存による溶血活性物質の性状変化の
有無も、また興味深い。
今回の実験に用いた藻類のうち、マツモ、ムチモ、
アミクサは食用とされ、マクリはかつて回虫駆除のた
め服用された 5)。溶血活性測定の結果では、これら 4
種のうち、マツモを除く 3種には溶血活性が見られな
かったO マツモの溶血活性に関与する成分が、調理に
より除去されるかは不明であるが、単独で多量に摂食
した場合には口腔など消化管表面の粘膜カ旬、くらか冒
される可能性はある。しかし、実際の食物摂取におい
ては、各種の粘液や消化液の保護によりそうした傷害
は起こりにくいと考えられる。
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